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 要  旨 
【背景】骨格筋サイズはタンパク質の合成・分解比によって調節されている．筋細胞への
メカニカルストレス (重力，筋収縮など) は，タンパク質合成を亢進させる因子である．ま
た，低酸素ストレスもタンパク質合成に作用する因子の一つであることが報告されている．
近年，血流を制限した筋収縮によって，筋肥大が促進される現象が注目されている．しか
しながら，メカニカルストレスと低酸素ストレス，ならびにそれらを組み合わせた複合的
なストレスがタンパク質合成を亢進する機序については不明である． 
【目的】小動物を用いた血流制限下の運動モデルを作成し，筋組織の低酸素と発揮張力レ
ベルが筋肥大タンパク質合成経路を調節するという仮説を検証した． 
【方法】ラット (Wistar 雄性，10 週齢) の大腿部にカフを装着して血流制限 (カフ圧力：
0，60 or 80 mmHg) を加え，1 分後に前脛骨筋に電気刺激によるアイソメトリック収縮 (低
強度：最大発揮張力の 50% or 高強度：最大発揮張力の 100%) を 1 分間隔で 4 セット (20，
15，15，15 回) 負荷した．このとき酸素分圧動態 (酸素クエンチング法) および発揮張力
を評価した (実験 1)．また，同様のプロトコールを実施した前脛骨筋を 3 時間後に摘出し，
mTOR (mammalian target of rapamycin) シグナル経路のリン酸化応答 (mTOR，S6K1，
S6) を Western Blotting により調べた (実験 2）．さらに，筋力トレーニングモデルとして
このプロトコールを 3 週間 (3 回／週) 継続させ，トレーニング後に筋線維サイズを組織学
的に評価した (実験 3)． 
【結果】酸素分圧は安静時 (27.5 torr) に対して，低強度収縮 (23.2 torr) 条件に+60 mmHg 
(12.7 torr)，+80 mmHg (7.6 torr) のカフ圧を負荷することで有意に低下した．この酸素分
圧レベルは高強度収縮 (13.5 torr)条件よりも低値であった．血流制限によって，mTOR シ
グナルに有意な変化は認められなかった．一方，運動条件では mTOR シグナルの亢進が認
められたが，とくに，血流制限と組み合わせた負荷条件では，S6 のリン酸化が著しく亢進
していることが示された．また，トレーニングによる筋肥大率は低強度刺激モデル (+6.0％) 
よりも低強度刺激＋血流制限モデル (+11.0％) において高値を示した． 
【結論】血流制限下の運動モデルにおいて，筋組織の低酸素レベルを酸素分圧動態によっ
て明らかにした．血流制限下での低強度の筋収縮は，最大収縮負荷よりも酸素分圧値が低
く，mTOR シグナルのリン酸化応答が有意に高いことが示された．  
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第1章 緒言 
 
骨格筋は可塑性に富んだ器官であり，環境に応じて筋肥大および筋萎縮とい
った構造的な変化を引き起こす．骨格筋の構成因子はタンパク質であり，合成
および分解のバランスによってその構造的な変化が決定される (Biolo et al., 
1995)．運動によって骨格筋タンパク質の合成を亢進させるには，最大挙上重量
の 70% (70%-1 RM) 以上の力発揮が必要であるとされており，骨格筋に対して
より大きな力学的ストレスを与えることが効果的な筋肥大の誘発に対する一般
的な見解であった (ACSM，2011)． 
近年，骨格筋への酸素運搬を担う血流を制限した条件 (血流制限) 下で運動を
実施することによって，歩行などの低強度 (10%~30%-1 RM) トレーニングで
あっても，短期間 (2 週間程度) にて高強度 (70%~-1 RM) トレーニングと同等
な筋肥大効果を引き起こすことが報告されている (Takarada et al., 2000)．こ
のような知見から，筋肥大の程度は力学的ストレスによって一義的に決定され
るものではないということが示されている．近年，運動中に低酸素ストレスが
加わることによって筋タンパク質合成応答や筋肥大応答が亢進するといった結
果がいくつか報告されている (Tanimoto et al., 2006, Nishimura et al., 2010)．
これは筋肥大に対して，力学的ストレス以外にも低酸素ストレスが重要な因子
であるということを示唆している． 
血流制限下トレーニングにおいても，血流制限による酸素供給不足によって
筋が低酸素ストレスを受けることが重要であると提唱されている (Manini et 
al., 2009)．しかしながら，血流制限下の運動中における筋組織の低酸素レベル
を実測した研究はなく，筋組織が実際に低酸素ストレスを受けているのかにつ
いては不明である． 
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そこで本研究は，血流制限下の運動モデルにおいて，筋組織の低酸素レベル
を酸素分圧動態によって明らかにするとともに，低酸素レベルの変化が，運動
時の発揮張力および運動後のタンパク質合成応答に及ぼす影響を検討すること
を目的とした． 
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第 2 章 文献研究 
 
1 骨格筋 
骨格筋は筋線維と呼ばれる細長い細胞が束状になって構成されており，この
両端は一般に腱を介して骨格に付着する．身体活動においては，姿勢の維持と
ともに筋収縮により四肢を動かす機能を有している． 
また，自律神経の支配を受ける不随意筋 (心筋および平滑筋) とは異なり，運
動神経の支配を受け自分の意思で動かすことが可能な随意筋である．求心性神
経である感覚神経と，遠心性神経である運動神経による支配を受けており，そ
の 1 つの神経細胞は数本から数百本の筋線維を支配している (朝比奈，1979)． 
骨格筋の筋線維タイプは，発現するミオシン重鎖のアイソフォームにより，
主に 3 タイプに分けられる (Komi et al., 1979)．持久性の運動に適する遅筋を
構成するⅠ型，スプリント運動に適する速筋を構成するⅡb 型，そして，その中
間的性質を有するⅡa 型である．  
 
1-1 骨格筋の可塑性 
骨格筋には可塑性があり，環境に対し柔軟に適応して自らの性質を変化させ
る能力を有している．骨格筋の可塑性は，大きく機能的可塑性と構造的可塑性
に分類できる．機能的変化としては，筋線維タイプの変化が知られている (Oishi 
et al., 1993)．構造的な変化としては，筋に対する機械的負荷や環境に応じた体
積の変化，すなわち筋肥大および筋萎縮がある (Gonyea et al., 1986)． 
 
2 筋肥大とは 
筋肥大とは，筋線維横断面積および線維数が増加し，筋量全体が増加する現
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象である．一般的に，発揮できる筋力の大きさは，筋全体の横断面積に比例す
るとされている (Staron et al., 1991)． 
骨格筋に関しては，自身の活動状態に応じ，環境に適した筋サイズを維持し
ている．筋力トレーニング，スポーツ等の運動負荷により筋線維の耐久能力を
超える仕事量に順応し筋肥大が起こる (Russell et al., 2010)．一方，老化，宇宙
飛行，寝たきりやギプス固定に伴う筋の不動などにより筋サイズは減少し筋委
縮が起きる (Hoffman et al., 2004)． 
骨格筋のサイズはヒトの「生活・人生の質」と密接に関係している．例えば，
平均寿命が 80 歳代に達した現代では，加齢に伴う筋萎縮 (サルコぺニア) など
の骨格筋のサイズの低下が主因となって起こる骨粗鬆症やインスリン抵抗性，
関節炎や肥満などの疾病リスクの上昇 (Deschenes et al., 2004)，または，転倒
リスクの上昇 (Wolfson et al., 1995) などの日常生活機能の低下に大きな影響
をもたらす．さらに，大腿部中央の筋横断面積が 70 cm2未満の者は，それ以上
の者よりも死亡率が 4 倍高いことも報告されている (Marquis et al., 2002)．こ
のような現象は骨格筋におけるタンパク質の合成と分解のバランスによって制
御されている． 
 
2-1 筋タンパク質の合成と分解 
 骨格筋の肥大は，筋細胞内のタンパク質分解に対し，タンパク質合成の割合
が相対的に増加した結果，引き起こされる (Biolo et al., 1995)．筋タンパク質の
合成と分解には相関があり，亢進したタンパク質合成に使用されて不足する筋
細胞内の遊離アミノ酸を補充するため，二次的にタンパク質分解が亢進するの
ではないかと考えられている (Tipton et al., 1998)． 
タンパク質の合成および分解に関しては，それぞれの亢進を担うシグナル経
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路がいくつかあり，経路中のタンパク質が連続的にリン酸化されていくことに
よって情報伝達が行われている (Stock et al., 1989)．リン酸化されたタンパク
質は構造を変え活性化状態となり，活性化したタンパク質は次のタンパク質を
リン酸化する能力を獲得する．以降，タンパク質リン酸化のリレーが起こり，
合成および分解への情報伝達が進んでいく．主に，筋タンパク質合成に関わる
経路を筋タンパク質合成経路と呼び，分解に関わる経路を筋タンパク質分解経
路と呼ぶ． 
 
2-2 筋タンパク質合成経路 
筋タンパク質合成経路には，主に，mTOR シグナル経路および MAPK シグナ
ル経路が知られている (図 1)． 
 
2-2-1 mTOR シグナル経路 
哺乳類ラパマイシン標的タンパク質 (mTOR) シグナル経路は，アミノ酸 (特
にロイシン)(Laplante et al., 2012，Kim et al., 2011)，増殖因子 (Glass et al., 
1984)，細胞内エネルギー状態 (Bolster et al., 2002，Inoki et al., 2003，Mounier 
et al., 2009) などに応答して活性が制御されており，細胞成長と代謝とを調整す
るためのネットワークにおいて重要な役割を担う細胞内シグナル伝達経路であ
る． 
特に細胞成長における下流のカスケードとしては，mTOR/リボソーム S6 キ
ナーゼ 1 (S6K1) /翻訳開始因子リボソームタンパク質 S6 (S6) が明らかにされ
ており，リン酸化が続いて起こることによってタンパク質合成が促進し，筋肥
大を誘発することが知られている (Kimball et al., 1999，Takuwa et al., 1999)． 
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2-2-1-1 3 つの代表的な mTOR シグナル経路 
2-2-1-1-1 アミノ酸による mTOR 活性 
上記の活性の制御のなかでも，mTOR の活性化に重要なのはアミノ酸であり，
増殖因子などによる活性制御もアミノ酸存在時にのみ機能するといわれている 
(Laplante et al., 2012，Kim et al., 2011)．アミノ酸による mTOR の活性化に
は，低分子量 G タンパク質である Rag ファミリータンパク質が関与している
(Kim et al., 2008，Sancak et al., 2008)．Rag はリソソーム膜上に存在し，アミ
ノ酸に応答して活性化型になり mTOR を刺激する． 
 
2-2-1-1-2 インスリン様増殖因子による mTOR 活性 
アミノ酸以外の活性化経路としては，インスリン様増殖因子 1 (IGF-1)，ホス
ファチジルイノシトール3リン酸キナーゼ (PI3K)，プロテインキナーゼB (Akt) 
がある (Glass et al., 1984)．IGF-1 は成長ホルモンによって肝臓で合成され，
末梢血管に分泌される．この IGF-1 が，骨格筋細胞の膜表面にある IGF-1 受容
体に結合すると，活性化された IGF-1 受容体のリン酸化チロシンに PI3K が結
合し，Akt を活性化させる．活性化 Akt は mTOR を刺激する (Bodine et al., 
2006，Bodine et al., 2001)．  
 
2-2-1-1-3 一酸化窒素合成酵素を介した Ca2+による mTOR 活性 
近年では，神経型一酸化窒素合成酵素 (nNOS) が一過性受容器電位依存性カ
チオンチャネルサブファミリーバニロイドメンバー1 (TRPV1) を介して細胞内
カルシウム (Ca2+) 濃度を増加させることにより，mTOR を直接的に刺激する
といった新しい筋タンパク質合成経路が報告されている (Ito et al., 2013)． 
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2-2-1-2 mTOR シグナル経路の抑制因子 
 筋タンパク質合成経路を亢進させるシグナル経路がある一方，抑制するシグ
ナル経路も存在する．mTOR の活性化を抑制し，筋肥大応答を抑える代表的な
因子として，エネルギー枯渇環境が挙げられる (Bolster et al., 2002)．低エネル
ギー状態，すなわち，AMP/ATP 比が上昇すると活性化するアデノシン-5-1 リン
酸活性化プロテインキナーゼα (AMPKα) は，mTOR を抑制する結節性硬化
症複合体 2 (TSC2) を活性化させ，筋肥大応答を抑制することが知られている 
(Inoki et al., 2003，Mounier et al., 2009)． 
 
2-2-2 MAPK シグナル経路 
哺乳類分裂促進因子活性化タンパク質キナーゼ (MAPK) シグナル経路は，細
胞の増殖・分化など細胞の様々な局面において重要な役割を担う細胞内シグナ
ル伝達経路である．受容体チロシンキナーゼ (RTK) および G タンパク質共役
受容体 (GPCR) をはじめとした細胞増殖や分化に関与する受容体により活性
化される (Schliess et al., 1995)．活性化にともなって核内へと移行し，遺伝子
発現を制御する多くの転写因子をリン酸化する．このことから，細胞外のシグ
ナルを核内へと伝える鍵分子として機能しているものと考えられている 
(Hölttä et al., 1985)． 
MAPK は酵母からヒトまで高度の保存されたセリン/スレオニンキナーゼで
あり哺乳類では現在，細胞外シグナル調節キナーゼ 1/2 (ERK1/2)，c-Jun N 末
端キナーゼ (JNK)，p38 MAPK，ERK5 の 4 種類が知られている (Williamson 
et al., 2003)． 
細胞外からの刺激が入ると RTK からのシグナル伝達経路が活性化され，順に
MAPKKK (Raf)，MAPKK (MEK1/2)，MAPK (ERK1/2) からなる下流に続く
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シグナルカスケードを活性化する (Roberts et al., 2007)．活性化された二量体 
ERK1/2 は細胞質に存在するターゲットを制御するとともに，核へ移行し，遺
伝子発現を制御する多くの転写因子をリン酸化する (Williamson et al., 2003)． 
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図 1．mTOR シグナル経路および MAPK シグナル経路 
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2-3 筋タンパク質分解経路 
筋タンパク質の分解経路は主に 3 つある．細胞が自己成分を分解するオート
ファジー系 (Salminen et al., 1984)，Ca2+がトリガーとなりタンパク質の機能
を不可逆的に変換するカルパイン系 (Taillandier et al., 1996)，そしてタンパク
質を認識して特異的に分解するユビキチン−プロテアソーム系である (Sandri 
et al., 2004)．  
骨格筋タンパク質の分解で解明が進んでいるのは，ユビキチン−プロテアソー
ム系であるフォークヘッド型 DNA 結合ドメインを持つ転写因子 (FoxO) の経
路である．FoxO は Akt の存在下でリン酸化され，核外の細胞質に留まってい
る．しかしながら，Akt の活性が弱まると FoxO のリン酸基が外れ，脱リン酸
化型 FoxO が核移行し，Atrogin-1，MuRF1 の転写が開始され筋タンパク質分
解が引き起こされる (Sandri et al., 2008)．以上の合成および分解シグナル経路
を担うタンパク質の活性化には，運動後において時間的な差異が見られる． 
 
2-4 タンパク質活性化に及ぼす運動後における時間の影響 
 タンパク質のリン酸化/脱リン酸化は，時間的に変化する極めて動的で複雑な
反応であるとされている．合成および分解経路を担うタンパク質のリン酸化は，
主にシグナル経路において時間的に上流から下流へと進んでいく． 
 
2-4-1 急性運動後におけるタンパク質活性化の継時的な応答 
レジスタンス運動による骨格筋タンパク質合成の亢進は，運動後48時間続き，
その中でも運動 3 時間後に強い応答が確認されている (Phillips et al., 1997)． 
タンパク質合成は，合成経路における因子の活性化によって引き起こされる．
ラットの前脛骨 (TA) 筋に，異なる強度として高周波数 (100 Hz) および低周波
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数 (10 Hz) の間欠的な電気刺激による筋収縮を実施したところ，mTOR シグナ
ル経路においては両刺激ともに 3 時間後に S6K1 の強い亢進が見られ，MAPK
シグナル経路においては運動直後に ERK1/2 および p38MAPK の強い亢進が確
認された (図 2，Nader et al., 2001)． 
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図 2．TA 筋への電気刺激 (100 Hz および 10 Hz) における S6K1，ERK1/2 お
よび p38MAPK のリン酸化の継時的な変化 
*Significant from control (P < 0.05). 
(Nader et al., 2001) 
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2-4-2 筋肥大誘発性トレーニングにおけるタンパク質活性化の応答 
筋に一定の負荷をかけて筋力を鍛えるレジスタンストレーニング (RT) によ
る筋肥大効果は，RT 開始から数か月の初期応答は大きいが，その後は次第に停
滞してしまう (Phillips et al., 1999)． 
 その原因としては，一般的に，繰り返しの RT における筋肥大応答により筋線
維横断面積および線維数が増加するために相対的に筋線維にかかる負荷が小さ
くなること，または，細胞恒常性が働きこれ以上の筋肥大を抑制するための因
子が働いていることが考えられている． 
近年では，ラットの腓腹筋に電気刺激 (~30 V，60 Hz) による等尺性収縮を
慢性的 (12 Bout：筋肥大率 8.6%，18 Bout：筋肥大率 10.7%) に行うと，一過
的 (1 Bout：筋肥大率 0.7%) な収縮よりも筋タンパク質合成経路である mTOR
経路のS6K1およびS6におけるリン酸化応答が減少することが報告されている 
(Ogasawara et al., 2013)．さらに，老齢 (18-20 月齢) ラットに 9 週間の RT を
行うと，著しい筋肥大が起きているにも関わらず，mTOR 経路の Akt および
mTOR のリン酸化応答が減少するとともに，mTOR 経路に抑制的に働く AMPK
αのリン酸化応答が増加しているという報告がある (Luo et al., 2013)． 
 
3 血流制限下のトレーニングとは 
3-1 血流制限下のトレーニングと筋肥大  
効果的な筋肥大を引き起こすためには，ある一定以上の力学的ストレスを筋
に負荷することが必要であるとされている．例えば，2011 年に刷新されたアメ
リカスポーツ医学会 (ASCM) のガイドラインでは，最低でも最大挙上重量の
70% (70%-1 RM) の負荷を繰り返し実施することを推奨している．実際に，
Campos (2002) は，75%-1 RM でのトレーニングでは顕著な筋肥大が起こるこ
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とを確認しているものの，50%-1 RM でのトレーニングにおいては筋肥大が起
こらないということを報告している． 
しかしながら，近年，歩行などの低強度 (10%~30%-1 RM) トレーニングで
あっても，圧力カフなどの器具を用いて筋血流を制限した条件下で運動を実施
することにより，高強度 (70%~-1 RM) トレーニングと同等な筋肥大効果を引
き起こすことが確認されている．血流制限下での低強度トレーニングにおいて，
効果的な筋肥大を見ている研究は多い．例えば，Abe (2006) は，20%-1 RM の
強度で 1 日 2 回，週 6 日，2 週間の血流制限を伴った下肢トレーニングを実施
することにより大腿部筋横断面積の有意な増加 (8.5%) を示し，さらに，歩行ト
レーニングであっても血流制限を伴うことによって同様に筋肥大が生じること
を確認している．また，Takarada (2000) は，中高年の女性 (47-67 歳) を対象
とした 16 週間の血流制限下の低強度 (30%-1 RM) トレーニングにおいて，高
強度 (80%-1 RM) トレーニングと同等，またはそれ以上の筋肥大 (20%) を確
認している (図 3)．  
低強度トレーニングのような軽い負荷であっても筋肥大効果が得られるため，
患者や高齢者などを含む多くの人々に対し身体的および心理的に許容な耐性を
示すとともに，終生すこやかに身体を動かすことができる「生活・人生の質」
の維持にとって必要な筋サイズ増加を促進するための新しい運動処置となるこ
とから，特に臨床や医療の分野の現場で多く取り入れられている (東京大学医学
部附属病院 22 世紀医療センター)．今のところ，前十字靱帯損傷や心臓疾患を
患った患者，高齢者および宇宙飛行士のリハビリテーションに用いられている 
(Iida et al., 2007)．  
さらに近年では，血流制限下トレーニングを応用したスロートレーニングな
ども開発されている．スロートレーニングとは，筋の発揮張力を維持しながら
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ゆっくりと動作するレジスタンス運動の一つの方法である．50%-1 RM 程度の
負荷であっても運動中に筋の力発揮を持続させることにより，筋の圧力で血流
が制限されることによって，血流制限下トレーニングと同様な効果が得られる
とされている．Tanimoto (2006) は，50%-1 RM 程度の力発揮 (短縮性収縮を 3
秒間，伸張性収縮を 3 秒間) を，常に緊張性を保ったまま疲労困憊まで持続させ
るような膝伸展運動 (LST) を 1 日 3 セット，週に 3 回，12 週間実施したとこ
ろ，運動前と比較し 5.4%と有意な筋横断面積の増加が起こったと報告している．
その程度は，80%-1 RM 程度の力発揮 (短縮性収縮を 1 秒間，伸張性収縮を 1
秒間，リラックスフェーズあり) を，疲労困憊まで持続させるトレーニング 
(HT) よりも高い値を示している． 
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図 3．16 週間の血流制限下トレーニングにおける筋肥大および筋力増加の効果 
*Signiﬁcant differences vs. Low Intensity (P < 0.05). 
(Takarada et al., 2000) 
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3-2 血流制限下のトレーニングにおける骨格筋の応答 
運動中に筋血流を制限することによって，筋細胞レベルでは，様々な現象が
引き起こされる．主に，酸素供給の低下による低酸素化，代謝物の蓄積および
タンパク質合成経路の活性化が提唱されている． 
 
3-2-1 筋組織の低酸素化 
近年，運動中に加わる低酸素ストレスと筋肥大の関係性について，いくつか
の結果が報告されている．低酸素環境 (16%酸素濃度) にしたチャンバー内で，
70%-1 RM のレジスタンストレーニングを 6 週間実施すると，正常酸素環境下
よりも筋量が有意に増加するという報告がある (Nishimura et al., 2010)．運動
中の筋組織における酸素動態に関しては酸素化ヘモグロビンを指標として測定
されており，血流制限を加えることによって，その相対値がより低い値を示し
ている (図 4，Manini et al., 2009)．さらに，前述した Tanimoto (2006) の実
験においても，HT 群と比較し筋肥大率が大きかった LST 群に関しては，酸素
化ヘモグロビンの相対値が有意に低かった．  
このことから，血流制限下の運動中に筋へ加わるストレスとして，運動負荷
である力学的負荷に伴い低酸素負荷が加わることが，筋タンパク質合成おいて
重要であると考えられている (Tanimoto et al., 2006，Manini et al., 2009)． 
さらに興味深いことに，カフを用いた大腿部への繰り返しの血流制限負荷によ
って筋萎縮ならびに筋力の低下を防いだという報告 (Kubota et al.,2008) や，
標準気圧 (1 気圧) 下で 4 時間の低酸素曝露 (11%酸素濃度) を行うと，正常酸
素曝露 (21%酸素濃度) と比較し外側広筋におけるAktおよびS6K1のリン酸化
が有意に増加するという報告がある (D'Hulst et al., 2013)．このように筋に加
わるストレスとして，低酸素負荷のみでも筋タンパク質合成を亢進させること
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ができるのかもしれない．一方，海抜が高く酸素濃度が低い高所 (4559 m~7950 
m) 環境においては，mTOR のリン酸化の減少および筋タンパク質合成の抑制 
(Viganò et al., 2008)，分解の亢進 (Chaudhary et al., 2012)，そして筋萎縮を
引き起こすこと (Edwards et al., 2010) から，低酸素負荷は全体的に筋タンパ
ク質合成を抑制させるということを報告しており，D'Hulst (2013) と矛盾する
結果を示している．しかしながらこれらの研究は，いずれも高地環境における
気圧の影響を考えない間接的な結果となっており，直接的に低酸素が及ぼす影
響について迫っていない．細胞内における低酸素化は，細胞質内環境に様々な
変化をもたらす． 
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図 4．血流制限下の低強度運動中における筋組織の酸化ヘモグロビン動態 
(Manini et al., 2009) 
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3-2-1-1  解糖系の亢進 
安静時では，ATP 産生の 90%を担うといわれている酸化的リン酸化系は唯一
酸素依存的な ATP 産生経路である (Harris et al., 1991)．しかしながら，細胞
の低酸素化は，この酸化的リン酸化による ATP の産生機能を低下させ (Arthur 
et al., 1992)，補償的に酸素を必要としない解糖系への変換を図り，非効率的な
がらも ATP を産生する (Frezza et al., 2011)．実際に，前述した D'Hulst (2013) 
の研究においては，4 時間の低酸素曝露 (11%酸素濃度) において，解糖系の亢
進に必要な血漿インスリンの有意な増加が認められた．また，Linnarsson (1974) 
は，吸入レベルにおいて通常の酸素分圧 (149 torr) 下と低酸素分圧 (99 torr) 
下で同一強度の運動を実施すると，低酸素分圧の群において，解糖系の亢進に
て産生される乳酸の濃度が高いことを示しており，前述した Tanimoto (2006) 
の研究においても，運動中の筋組織における酸素化ヘモグロビンの相対値が低
い LST 群に関しては,血中乳酸濃度が著しく上昇していた． 
細胞への低酸素曝露は全体として細胞内の ATP 産生を抑制する．そのため，
AMP/ATP 比の上昇に伴って AMPKαが活性化することが報告されている 
(Fujii et al., 2000)．この APMKαは細胞内エネルギーセンサーとして働き，活
性化すると糖輸送担体 (GLUT4) を細胞膜へ移動させ (James et al., 2001)，糖
取り込みの促進や筋グリコーゲンの貯蓄を助長することによって解糖系におけ
る ATP 産生を亢進させる (Hayashi et al., 2000)． 
実際に，血流制限下の低強度運動においても，運動直後には血中乳酸濃度の
増加が報告されており (Reeves et al., 2006)，8 週間の慢性運動後には筋グリコ
ーゲン量の増加が確認されている (Burgomaster et al., 2003)． 
 
3-2-1-2 速筋線維の動員 
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解糖系における ATP 産生は速筋線維で優れている．一般的に，速筋線維の動
員率と筋タンパク合成との間には相関関係があるということが知られている 
(Burd et al., 2010)．近年，Yasuda (2009) および Wernbom (2009) は，血流制
限下の低強度運動において，モーターユニットの参加度合いを示す筋電図 
(EMG) を用いた活動電位の上昇を確認し，血流制限を伴うことによって低強度
運動であっても速筋線維の動員を引き起こすということを報告した．運動強度
を心理的な尺度で表す主観的運動強度においても，血流制限下の低強度運動 
(Suga et al., 2009) および低酸素環境下における運動 (Nishimura et al., 2010) 
で同様に高い値を示している．さらに，Arthur (1992) は発揮張力に関して，低
酸素環境下と正常酸素環境下で同じ張力を出すには，低酸素環境下の方でより
強い電気刺激を与える必要があるということ報告している (図 5)． 
Henneman (1965) のサイズの原理によると，力発揮が小さな筋の収縮におい
ては，興奮閾値が低い小さな神経細胞体を持つ遅筋線維が動員されるが，大き
くなるにつれて，興奮閾値が高い大きな神経細胞体を持つ速筋線維の動員も起
こるとされている．しなしながら，前述したように力発揮が小さな低強度運動
であっても血流制限を伴うことによって，速筋線維の動員が起こる (Yasuda et 
al., 2009，Wernbom et al., 2009)．この理由としては，血流制限によって生じ
た筋細胞内の低酸素環境における酸素供給不足によって，酸化的リン酸化系が
優れている遅筋線維が動員されにくくなり，それでも一定の力 (例えば 20%-1 
RM) の発揮を維持しようとするために，中枢神経からの活動電位を強め補償的
な役割として解糖系が優れている速筋線維の動員が生じるということが考えら
れている (Moritani et al., 1992，Takarada et al., 2000，Wernbom et al., 2009)． 
以上のことから，血流制限下運動での EMG の上昇は，速筋線維の動員，す
なわち大きな運動神経細胞体を活性化するために起きるのではないかと考えら
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れている (Loenneke et al., 2011)． 
また，速筋線維の動員を示す別の指標としては，EMG 以外に無機リン酸 (Pi)
ピークの分裂がある (Park et al., 1987，Houtman et al., 2001)．血流制限下
の低強度運動でも Pi ピークの分裂が観察されている (Suga et al., 2009)．この
ように，血流制限によって引き起こされると考えられている低酸素環境は，筋
収縮において補償的に解糖系が優れている速筋線維の動員を刺激すると考え
られている (Loenneke et al., 2011)． 
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図 5，細胞内エネルギー状態に対する仕事量の変化 
Energetic state：free concentrations of PCr, ATP, and ADP. 
Low stimulation：0.5 Hz，High stimulation：1.0 Hz 
Normoxia：21%02 in N，Moderate hypoxia：10%02 in N，Sever hypoxia：7%02 
in N (口から吸入) 
(Arthur et al., 1992) 
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3-2-1-3 活性酸素の増加 
分子内に不対電子をもって不安定な状態にあるものをラジカルと総称し，そ
の中でも酸素原子を持つものを活性酸素 (ROS) と呼ぶ．ROS とは一般的に，
スーパーオキシド (O2・-)，過酸化水素 (H2O2)，ヒドロキシラジカル (HO・)，
一重項酸素の 4 種類を指す． 
ROS は過剰に産生されると細胞膜のリン脂質を酸化させ (Narabayashi et 
al., 1982)，さらにはタンパク質や DNA に酸化障害 (Hruszkewycz et al., 1990) 
を与える．一方，ある程度の産生は筋肥大シグナルになると言われている．例
えば，「2-2-1 mTOR シグナル経路」で述べたとおり，近年では筋細胞内 Ca2+
濃度の上昇が直接的にmTORを刺激し，筋肥大を促進することが示されている．
このメカニズムとしては，力学的な負荷により活性化された nNOS が，ミトコ
ンドリアに局在するNADPH oxidase 4 (NOX4) から産生されるROS (O2・-) と
反応することにより過酸化亜硝酸 (ONOO-) となり，この ONOO-が TRPV1 を
活性化し細胞内 Ca2+濃度を上昇させることが明らかにされている (Ito et al., 
2013)．  
低酸素分圧 (3~5 torr) 下で単一骨格筋線維を収縮させると，ROS の増加が引
き起こされるという結果が示されている (Zuo et al., 2013)．骨格筋において低
酸素条件で応答する NOX4 は，ROS (O2・-) を発生させるということが指摘さ
れている (Zuo et al., 2005)．低酸素環境によってミトコンドリアから生じる
O2・-が，nNOS から産生される NO と反応することにより，筋肥大シグナルと
して作用すると考えられる． 
 
3-2-2 代謝物の蓄積 
 「3-2-1 筋組織の低酸素化」で述べたように，筋組織における低酸素化は解糖
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系由来の代謝物の蓄積を引き起こす．血流制限下または低酸素分圧下での運動
においては，主に，筋内 Pi (Westerblad et al., 2000，Sugaya et al., 2011) お
よび血中または筋内乳酸濃度 (Linnarsson et al., 1974，Reeves et al., 2006，
Tanimoto et al., 2006) の増加が，高強度レジスタンストレーニングと同等であ
るという結果が得られている (図 6)．Pi の産生は，ATP が分解される際に起き
る．一方，乳酸の産生は，解糖系の亢進によって糖の分解がミトコンドリアの
反応可能量以上に高まったところで不安定なピルビン酸が処理されずに余るこ
とによって反応が進む．代謝物の蓄積によって亢進する応答に,筋疲労,成長ホル
モンの増加および細胞内浸透圧の上昇が挙げられている． 
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図 6．繰り返しの高強度 (H) および中強度 (M) 血流制限下の運動における細胞
内 Pi 濃度の変化 
*Signiﬁcant differences vs. CON (P < 0.05). 
†Signiﬁcant differences vs. BFR-L (P < 0.05). 
(Sugaya et al., 2011) 
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3-2-2-1 筋疲労 
閉塞性動脈硬化症の患者では，活動筋への十分な筋血流量の確保が困難であ
るため，筋疲労が早期に出現する (Safer et al., 1987)．近年，健常者において
も血流の閉塞によって活動筋への筋血流量を低下させると，閉塞性動脈硬化症
と同様に著しい筋力の低下および最大反復回数の減少が観察されている (図 7，
Wernbom et al., 2006)．また，Karabulut (2009) は，通常はまったく疲労が生
じない間欠的な低強度運動を血流制限下で実施したところ，運動後の最大随意
筋力の著しい低下を観察したことを報告している．彼らは，このような筋疲労
の原因として，末梢性の活動筋における代謝物の蓄積が関与している可能性が
あると指摘している． 
実際に，血流制限下の運動は代謝産物の蓄積をより亢進させる (Takarada et 
al., 2000)．特に血流制限下の運動によって誘発される筋疲労の要因の 1 つとし
ては，Pi の蓄積が強く関与していると示唆されている (Suga et al., 2009)． 
代謝物蓄積における筋疲労の要因，主に筋小胞体 (SR) への及ぼす影響とし
て代表的な因子は 3 つある． 
1 つめは，Pi の濃度が増加することで筋小胞体の Ca2+と結合し，Ca2+放出が
十分に行うことができないためである (Westerblad et al., 2000)．Pi の変化が
Ca2+放出量に影響することが示されており，形質膜をピンセットなどで取り除
いた筋線維 (スキンドファイバー) を用いた研究では，高強度運動によって生じ
るような Pi 濃度 (30 mM) に 2 分間筋線維を曝露すると，SR からの Ca2+放出
量が約 80%まで低下することが観察されている (Dutka et al., 2005)．Ca2+放出
量が低下するメカニズムとしては，①細胞内における Pi が高まると，SR の膜
にある塩化物チャネルを介して，Pi の一部が SR 内腔に流入すること．②流入
したPiは，SR内において豊富に存在するCa2+と結合しCa-Piを形成すること．
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③Pi と結合した Ca2+は放出されず，そのため SR からの Ca2+放出量が減少する
ことが提唱されている (Allen et al., 2007)． 
2 つめは，ROS が SR からの Ca2+放出量を低下させるためである．抗酸化作
用を持つ酵素であるスーパーオキシドジスムターゼ (SOD) を過剰発現するト
ランスジェニック (SOD-overexpressing：SOD-OE) マウスから剥離した筋線
維を用い，ROS の影響を検討した研究がある (Bruton et al., 2008)．このマウ
スの筋では，通常 (wild type：WT) のマウスのものと比べ SOD 活性が高いた
め，発生した O2・-は迅速に過酸化水素に変換される．彼らは，筋疲労を起こし
た WT マウスの筋線維では SR からの Ca2+放出量が低下するが， SOD-OE マ
ウスでは同様の変化が生じないことを観察しており，以上のことから O2・-が
Ca2+放出量低下の要因であることが示唆されている． 
3 つめは，マグネシウム (Mg2+) が SR の Ca2+放出チャネルと結合し，Ca2+
放出チャネルの開口を抑制するよう作用するためである．非遊離 Mg2+のほとん
どはATPと結合した形で存在し，ATPがADPに分解されるとMg2+は解離する．
そのため，激しい収縮に伴い ATP の分解速度が再合成の速度を上回ると，遊離
Mg2+濃度の上昇が起こる．剥離した筋線維を用いた研究では，収縮負荷により
発揮張力が初期値の 30%にまで低下した線維において，遊離 Mg2+濃度は約 2 倍
にまで高まることが報告されている (Westerblad et al., 1992)．Mg2+の一部は
SR の Ca2+放出チャネルと結合し，Ca2+放出チャネルの開口を抑制するよう作
用する (Lamb et al., 2002)．そのため，遊離 Mg2+濃度が上昇すると Ca2+放出
量の低下が起こると考えられている．  
 
 
 
 29 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7．膝伸展運動中の最大反復回数に及ぼす血管閉塞の影響 
(Wernbom et al., 2006) 
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3-2-3 タンパク質合成経路の活性化 
一過性の血流制限下の運動後における経時的な筋タンパク質合成因子の活性
化を観察している研究はいくつかある．Fujita (2007) は，血流制限下の低強度 
(20%-1 RM) 膝伸展運動の 3 時間後に，mTOR シグナル経路である S6K1 の活
性およびタンパク質合成が有意に増加したことを示している．さらに，Fry 
(2010) は，Fujita (2007) と同様な運動プロトコールにおいて，処置 1 時間後
および 3 時間後に mTOR シグナル経路である mTOR，S6K1 および S6 の活性
とタンパク質合成の有意な増加に加え，処置 1 時間後には MAPK シグナル経路
である ERK1/2 および Mnk1 の活性が有意に増加したことを示している． 
 
3-2-4 血流制限による骨格筋細胞内における代謝マップ 
以上の血流制限による骨格筋の応答を図 8 にまとめた． 
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図 8．血流制限による骨格筋細胞内の代謝マップ 
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第 3 章 研究における目的と課題 
 
骨格筋サイズはタンパク質の合成・分解比によって調節されている．筋細胞
へのメカニカルストレス (重力，筋収縮など) は，タンパク合成を亢進させる因
子である．また，低酸素ストレスもタンパク合成に作用する因子の一つである
ことが報告されている．近年，血流を制限した筋収縮によって，筋肥大が促進
される現象が注目されている．このような応答から，高強度運動に伴う強い力
学的ストレス以外にも血流制限による低酸素ストレスがタンパク質合成の亢進
に重要な因子であると近年では提唱されている．しかしながら，血流制限下の
運動中における筋組織の低酸素レベルについては不明である．そこで本研究は，
血流制限下の運動モデルにおいて，筋組織の低酸素レベルを酸素分圧動態によ
って明らかにするとともに，低酸素レベルの変化が，運動時の発揮張力，運動
後のタンパク質合成応答およびトレーニング後の筋肥大効果に及ぼす影響を検
討することを目的に以下の研究課題を遂行した． 
 
研究課題 1 血流制限が運動中の筋微小循環内の酸素分圧レベルに及ぼす影響
を明らかにすること 
ラットの骨格筋を対象に電気刺激によるアイソメトリック収縮を負荷し，酸
素クエンチング法によって血流制限による運動時の筋酸素分圧の変化を明らか
にする． 
 
研究課題 2 運動中の酸素分圧レベルの変化がタンパク質合成経路および発揮
張力に及ぼす影響を明らかにすること 
研究課題 1と同様のプロトコールを実施したラットの筋を 3時間後に摘出し，
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筋肥大タンパク質のリン酸化応答を調べる．このとき，血流制限による運動中
の筋酸素分圧レベルの変化が，筋肥大タンパク質の活性化および発揮張力にど
のように関係するのかについて検討する． 
 
研究課題 3 血流制限下トレーニングが骨格筋肥大または代謝的特性に及ぼす
影響を明らかにすること 
研究課題 2 を慢性的に実施することによって肥大した筋細胞における代謝的
特性の変化をタンパク質レベルおよび形態レベルで明らかにする． 
 
 
1 研究課題 1 血流制限が運動中の筋微小循環内の酸素分圧レベルに及ぼす影
響を明らかにすること 
 
1-1 背景と目的 
血流制限下トレーニングは，歩行などの低強度 (10%~30%-1 RM) トレーニ
ングであっても，圧力カフなどの器具を用いて筋血流を制限した条件下で運動
を実施することにより，短期間 (2 週間程度) にて高強度 (70%~-1 RM) トレー
ニングと同等な筋肥大効果を引き起こすトレーニングである (Takarada et al., 
2000, Abe et al., 2006)．このような知見から，筋肥大の程度は力学的ストレス
によって一義的に決定されるものではないということが示されている．近年，
運動中に低酸素ストレスが加わることによって筋タンパク質合成応答や筋肥大
応答が亢進するといった結果がいくつか報告されている (Tanimoto et al., 
2006, Nishimura et al., 2010)．これは筋肥大に対して，力学的ストレス以外に
も低酸素ストレスが重要な因子であるということを示唆している．血流制限下
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トレーニングにおいても，血流制限による酸素供給不足によって筋が低酸素ス
トレスを受けることが重要であると提唱されている (Manini et al., 2009)．しか
しながら，血流制限下の運動中における筋組織の酸素レベルを実測した研究は
なく，筋組織が実際に低酸素ストレスを受けているのかについては不明である．
そこで本実験は，血流制限下の運動モデルにおいて，筋組織の低酸素レベルの
変化を酸素分圧動態によって明らかにすることを目的とした． 
 
1-2 方法 
1-2-1 実験動物 
本実験は被験動物として Wistar 系雄性ラット (n=33，週齢 10～17) を用い
た (日本エスエルシー (株))．すべてのラットは，室温 23±1 ℃，湿度 55±10%
で 12 時間のサイクルで管理された飼育室において，飼料 (PMI® Nutrition 
International，5L37) と水をそれぞれ自由摂取できる状態で 1 つのゲージ (42 
× 26 cm) に 2 匹ずつ飼育した．なお，本実験は電気通信大学動物実験指針に
沿って行われた． 
 
1-2-2 アイソメトリック収縮プロトコール 
ラットは，エスカイン®吸入麻酔液 (マライン製薬 (株) 250 ml) の麻酔下に
おいて，37℃に温めたホットプレート (バイオリサーチセンター（株），
BWT-100) 上に仰臥位で置き，収縮負荷の対象となる右脚をラット後肢運動計 
(テクノプロセス（株），RU-72 形) に膝関節角度を 90°で固定した．皮膚を切
開し，腓骨神経に双極電極 TF210-104 ( (株)ユニークメディカル) を装着し，TA
筋に神経刺激によるアイソメトリック収縮 (4～6 V, 30 Hz (低強度) および
100Hz (高強度)(図 9), 4 ms,3s 毎) を 1 分間隔で 4 セット (20，15，15，15 回) 
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負荷した．各測定は，外科処置の 10 分から 15 分の術後準備安定化期間を経て
実施した．また，皮膚の切開中及び測定中露出した筋の表面が乾かないように
適時リンガー液で継続的に潅流した．リンガー液は，95%N2-5%CO2 gas (Japan 
fine products) でバブリングして pH 7.35 にした Krebs 溶液を用いた． 
 
1-2-3 血流制限プロトコール 
筋収縮部位である TA 筋への血流が制限されるように，膝関節角度を 90°で
固定されたラットの右脚の大腿近位部に圧力カフ (latex cuff, overall cuff size 
16 mm width, 90 mm length; D.E. Hokanson, Inc.) を用いて血流制限を実施
した (図 10)．圧力は，血圧計 (水銀柱式血圧計 ケンツメディコ (株)) を用い
て設定した．また，血流制限下で運動中の酸素レベルを評価するために酸素ク
エンチング法による酸素分圧の測定を行った．止血とならないような適切な血
流制限負荷を行うために血流制限圧を 40 mmHg から 20 mmHg ずつ 1 分間隔
で上昇させていき，酸素分圧レベルを評価した (図 11)．この結果，60 mmHg
を中程度，80 mmHg を高程度の血流制限圧とした．酸素分圧は，血流制限開始
から約 30 秒程度で安定した値をとった．そのため，収縮は血流制限開始から 1
分後に実施した．収縮の終了と同時に圧力を開放した (図 12)． 
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図 9．周波数と相対発揮張力の関係 
TA 筋が最大収縮するような電圧に設定し，各周波数に対する発揮張力を記録し
た．1 つの周波数に対して発揮張力を 3 回記録し，平均値化し上図にプロットし
た．最大張力は安定した 100 Hz として，これを高強度 (100%-1 RM) 収縮に決
定した．低強度 (50%-1 RM) 収縮は強収縮となる最低周波数 (30 Hz) とした． 
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図 10．ラット血流制限モデル 
筋収縮部位である TA 筋への血流が制限されるように，膝関節角度を 90°で固
定されたラットの右脚の大腿近位部に圧力カフを用いて血流制限を実施した 
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図 11．血流制限圧と酸素分圧 (PO2) の関係 
各血流制限圧は 1 分間ごとに上げていった．100 mmHg 以上は，酸素分圧の低
下に変化が見られないため，止血状態にあると判断した．N=5．平均±SE． 
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図 12．血流制限下の運動プロトコール 
電気刺激による筋収縮を実施する 1 分前に血流制限負荷を行った．運動終了時 
(7 分 45 秒) には同時に圧力を解放した． 
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1-2-4 評価 
上記のプロトコールの手順により，酸素分圧および発揮張力を評価した． 
 
1-2-4-1 酸素分圧 
収縮部位である TA 筋を皮膚の切開により露出した．PMOD2000 Frequwncy 
Domain Phosphorometer (Oxygen Enterprises Ltd.) の光源を TA 筋の中心部
位の 2-4mm 上に設置し，励起光 (524 nm) を照射してその燐光を LIFE TIME
から測定した．リン光プローブは，励起光 (524 nm) に反応する Palladium 
meso-tetra (4-carboxyphenyl)-prophyrin-dendrimar (R2) を頸動脈から投与し
た．ヘパリン 0.05 ml を一滴加えた生理食塩水 (大塚製薬 (株) ) 20 ml から 0.5 
ml シリンジにとり，暗室から取り出した粉末状の R2 (0.010 g) を量り取ったも
のを加え完全に溶けた後，そのシリンジで吸い取りアルミホイルで遮光した．
酸素分圧の定量は，動態が安定した収縮終了直前の 5 秒間を平均値化した． 
 
1-2-4-2 発揮張力 
解析装置 (A/D Instruments Pty.Ltd.,MacLab/8b および A/D Instruments 
Pty.Ltd. LabChart 7) を使用してコンピューター上でモニタし，電圧 (V) をト
ルク (mN*m) に変換 (トルク (mN*m) = 229.38*電圧 (V) +0.0358，RANGE
条件; 2 倍，2K= (με*2/BV)) することで発揮張力の大きさを評価した．刺激電
圧は 1V ずつ上げていき最大収縮における電圧 (4~7 V) を選択した． 
 
1-2-5 統計処理 
本実験における統計量は，平均値±標準誤差 (SE) として示した．発揮張力
の群間比較には，一元配置の分散分析とボンフェローニによる多重比較を用い
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た．なお，5%未満の危険率を有意水準とした． 
 
1-3 結果 
1-3-1 酸素分圧 
測定した全固体の安静時における TA 筋の酸素分圧値の平均 (ベースライン) 
は，27.5±2.0 torr であった (n=33) (図 13)．運動負荷および血流制限負荷を加
えることによって，酸素分圧は指数関数的に低下した．血流制限レベルが 60 
mmHg (13.7 torr) および 80 mmHg (12.4 torr) のときの酸素分圧はそれぞれ
同程度まで低下した．一方，運動中の酸素分圧は，低強度収縮 (23.2 torr) であ
っても 60 mmHg の負荷で高強度収縮 (13.5 torr) と同等 (12.7 torr)，また 80 
mmHg の負荷でそれ以下 (7.56 torr) まで低下する動態が観察された． 
  
1-3-2 発揮張力 
異なる強度の筋収縮を 20 回行い，それぞれの発揮張力に及ぼす血流制限の影
響を検討した．最初の 5 回 (1-5 回) および最後の 5 回 (16-20 回) をそれぞれ
平均化し比較することによって，初期の絶対張力および運動中の相対張力の変
化に及ぼす血流制限の影響を検討した (図 14)．高強度収縮では，60 mmHg 
(13.7 torr) および 80 mmHg (12.4 torr) の血流制限負荷を伴うことによって初
期の張力が有意に低下した (p < 0.05)．また，運動中における低下率においては，
両収縮強度でも血流制限による影響は見られなかった．  
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図 13．酸素分圧 (PO2) に及ぼす収縮強度と血流制限強度の関係 
白いバーが安静時の酸素分圧値 (ベースライン) を示す．ベースラインから負荷
を実施し，それぞれの個体における負荷終了直前の動態が安定した時の酸素分
圧を 5 秒間記録し，平均値化した．平均±SE． 
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図 14．発揮張力に及ぼす収縮強度と血流制限強度の関係 
最初の 5 回 (1-5 回) および最後の 5 回 (16-20 回) をそれぞれ平均化し比較す
ることによって，初期の絶対張力および運動中の相対張力の変化に及ぼす血流
制限の影響を検討した．平均±SE．*p < 0.05 vs．高強度収縮-0 mmHg (1-5 回)．
**p < 0.01 vs．高強度収縮-0 mmHg (1-5 回)． 
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1-4 考察 
本実験では，ラット血流制限モデルを用いて，血流制限下の運動中における
筋酸素分圧レベルを記録した．運動中に血流制限を負荷すると，筋酸素分圧レ
ベルが大きく低下することを確認した．これは，血流制限下において筋組織の
低酸素レベルを酸素分圧によって実測した初めての研究である．また，血流制
限による発揮張力の低下は，酸素分圧の低下が強く影響している可能性を示し
た． 
 
1-4-1 酸素分圧 
近年，運動中に低酸素ストレスが加わることによって筋タンパク質合成応答
や筋肥大応答が亢進するといった結果がいくつか報告されている (Tanimoto et 
al., 2006, Nishimura et al., 2010)．そのため，筋肥大に対して大きな力学的ス
トレス以外にも低酸素ストレスが重要な因子である可能性が示されている．血
流制限下のトレーニングにおいても，血流を制限することによって骨格筋への
酸素供給に制限がかかり，低酸素環境に暴露されるといわれている (Manini et 
al., 2009)．しかしながら，実際の筋組織における酸素レベルに関しては実測さ
れておらず不明であった．本実験では，血流制限下の運動モデルにおいて，筋
組織の低酸素レベルの変化を酸素分圧動態によって初めて明らかにした．酸素
分圧は安静時 (27.5 torr) に対して，低強度収縮 (23.2 torr) 条件に+60 mmHg 
(12.7 torr)，+80 mmHg (7.6 torr)のカフ圧を負荷することで有意に低下した．
この酸素分圧レベルは高強度収縮 (13.5 torr) 条件よりも低値であった．  
 
1-4-2 発揮張力 
通常は疲労が生じない間欠的な低強度運動を血流制限下 (Karabulut et al., 
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2009) または虚血下 (Wernbom et al., 2006) で実施すると，運動後の最大随意
筋力や反復回数の著しい低下が起こる．このように血流制限下の運動では早期
の筋疲労が見られる．本実験においても，低強度収縮においては変化がなかっ
たが，高強度収縮おいては血流制限によって初期の発揮張力は 50%以上低下し
た．今回，高強度筋収縮の強度は 100%-1 RM で実施しているが，低強度収縮強
度は 50%-1 RM であった．低強度収縮では高強度収縮において 50%低下した張
力と同等であるため，直接的に血流制限の影響を受けなかったのかもしれない．
一方，運動中の発揮張力の低下率には変化がなかった．Takarada (2000) は血
流制限下の運動における早期の筋疲労は，神経細胞体のサイズの原理における
選択的な筋線維動員メカニズムに起因していると指摘している．本実験で行っ
た電気刺激は，ほとんどの筋線維が動員されることから，運動中の発揮張力の
低下に影響を及ぼさなかったのかもしれない． 
 
1-4-3 酸素分圧と発揮張力の関係 
本実験では，同程度まで酸素分圧レベルが低下した 60 mmHg (13.7 torr) お
よび 80 mmHg (12.4 torr) 下で実施した高強度収縮による初期の発揮張力は
50%以上低下した．筋組織への低酸素ストレスは，細胞内 ATP 産生の抑制 
(Arthur et al., 1992) や活性酸素種の増加 (Zuo et al., 2013)，筋小胞体におけ
る無機リン酸の蓄積の亢進 (Sugaya et al., 2011) などの影響によって発揮張力
の低下を誘発するといわれている．虚血等で生じるような低酸素レベルでの
ATP 産生の抑制は，酸素をエネルギーとするミトコンドリアの酸化的リン酸化
反応の阻害によって生じるとされている．また，近年では，低酸素環境 (3-5 torr) 
下で筋収縮させることによって，ミトコンドリア内に局在する NOX4 から ROS
の過剰の産生が引き起こされるという結果が示されている（Zuo et al., 2013）．
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この ROS は Ca2+放出または取り込み量を低下させ，筋収縮を抑制する 
(Bruton et al., 2008)．筋疲労の要因となるもので血流制限下運動において確認
されているのは，無機リン酸の蓄積である (Sugaya et al., 2011)．細胞の低酸素
化は，補償的に酸素を必要としない解糖系またはクレアチンリン酸系への変換
を図ることによって無機リン酸の蓄積が亢進するとされている．無機リン酸は，
筋小胞体内の Ca2+と結合し，筋収縮を抑制するといわれている (Westerblad et 
al., 2000)． 
 
1-5 まとめ 
血流制限下の運動モデルにおいて，筋組織の低酸素レベルを酸素分圧動態に
よって明らかにした．酸素分圧は安静時 (27.5 torr) に対して，低強度収縮 (23.2 
torr) 条件に+60 mmHg (12.7 torr)，+80 mmHg (7.6 torr) のカフ圧を負荷する
ことで有意に低下した．この酸素分圧レベルは高強度収縮 (13.5 torr) 条件より
も低値であった．また，+60 mmHg (13.7 torr) 以上で実施した高強度収縮によ
る初期の発揮張力は 50%以上低下した．血流制限による発揮張力の低下は，酸
素分圧の低下が強く影響している可能性を示した． 
 
 
2 研究課題 2 運動中の酸素分圧レベルの変化がタンパク質合成経路および発
揮張力に及ぼす影響を明らかにすること 
 
2-1 背景と目的 
近年，運動中に低酸素ストレスが加わることによって筋タンパク質合成応答
や筋肥大応答が亢進するといった結果がいくつか報告されており，筋肥大に対
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して大きな力学的ストレス以外にも低酸素ストレスが重要な因子である可能性
が示されている (Tanimoto et al., 2006，Nishimura et al., 2010，D'Hulst et al., 
2013)．Tanimoto (2006) は，50%-1 RM 程度の力発揮（短縮性収縮を 3 秒間，
伸張性収縮を 3 秒間）を，常に緊張性を保ったまま疲労困憊まで持続させるよ
うな膝伸展運動（LST）を 1 日 3 セット，週に 3 回，12 週間実施したところ，
運動前と比較し 5.4%と有意な筋横断面積の増加が起こったと報告している．そ
の程度は，80%-1 RM 程度の力発揮（短縮性収縮を 1 秒間，伸張性収縮を 1 秒
間，リラックスフェーズあり）を，疲労困憊まで持続させるトレーニング（HT）
よりも高い値を示していた．さらに彼は，筋肥大が顕著であった LST 群におい
ては，酸素化ヘモグロビンの相対値が HN 群と比較しても有意に低かったこと
を確認している．Nishimura (2010) は，低酸素環境 (16%酸素濃度) にしたチ
ャンバー内で，70%-1 RM のレジスタンストレーニングを 6 週間実施すると，
正常酸素環境下でのレジスタンストレーニングよりも筋量が有意に増加すると
いう報告をしている．さらに興味深いことに，D'Hulst (2013) は，標準気圧 (1
気圧) 下で 4 時間の低酸素曝露 (11%酸素濃度) を行うと，正常酸素曝露 (21%
酸素濃度) と比較し外側広筋における Akt および S6K1 のリン酸化が有意に増
加するという結果を示している．血流制限下の運動負荷においても，運動中に
は酸素化ヘモグロビンが低値になっていることが確認されている (Manini et 
al., 2009)．したがって，血流制限下トレーニングに見られるタンパク質合成応
答の亢進は，運動中の低酸素レベルに強く影響しているのかもしれない．しか
しながら，実際の筋組織における低酸素レベルは不明である．そこで研究課題 1
では，ラット血流制限モデルを用い酸素クエンチング法によって血流制限下の
筋組織における酸素分圧値の実測を行うことによって，運動中の動態を明らか
にした．そのため研究課題 2 では，運動中の低酸素レベルの変化がタンパク質
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合成経路および発揮張力に及ぼす影響を明らかにすることを目的とした． 
 
2-2 方法 
2-2-1 血流制限下の運動プロトコール 
ラット (n=24，週齢 10) に研究課題 1 において実測した酸素分圧を指標とし
て急性の運動を同様なプロトコールで負荷した．電気刺激に関しては，表面電
極 (ビトロード，A-50：日本光電) を使用し，右脚の TA 筋上の擦過した皮膚に
貼り付けることによって刺激 (4~7 V) を施し TA 筋を最大収縮させた．収縮強
度は低強度 (30 Hz) アイソメトリック収縮で行い，血流制限強度は酸素分圧の
大きな低下が見られた 80 mmHg で行った．運動 3 時間後に TA 筋を摘出し，即
時にブロットし液体窒素で凍結したあとに，タンパク質の定量まで－80℃で保
存した．タンパク質は，筋肥大タンパク質 (mTOR，S6K1，S6) のリン酸化応
答を調べた．群は，電気刺激 (exercise) と血流制限 (Blood Flow Restriction; 
BFR) の有無によってそれぞれ 4 群 (各 n=6) に分けた． 
 
2-2-2 評価 
発揮張力での筋収縮の評価および Western Blotting 法によるタンパク質のリ
ン酸化応答を評価した． 
 
2-2-2-1 発揮張力 
電気刺激による筋収縮が適切に実施されていることを確認し，その値を記録
することによって発揮張力を評価した． 
 
2-2-2-2 WesternBlotting 法 
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タンパク質は 7.5～10%ポリアクリルアミドゲルを用いて約 50 分間，200 V
で分離した．転写は，アメルシャムハイボンド P メンブレン (GE Healthcare 
UK Ltd., Buckinghamshire, England) にセミドライ法を用いて 60 分間，72 
mA にて行った．転写後には，PBS/T (0.01 M リン酸化バッファー，0.138 M 
NaCl，0.027 M KCl，pH 7.4 に 0.1% Tween 20 を溶解させたもの) に 20 倍希
釈したブロッキングワンを溶解させ，室温にて30分間ブロッキングを実施した．
ブロッキングしたメンブレンはブロッキング緩衝液にて適切に希釈した一次抗
体に 4℃で一晩中浸した．次の日，PBS/T で 3 回，それぞれ 10 分間ウォッシュ
アウトした後，一次抗体に結合する IgGの二次抗体 (Santa Cruz Biotechnology，
Inc., CA; 希釈率は 1/5000) を室温で 1 時間メンブレンに浸した．その後，3 回
のウォッシュアウトを行い，ケミルミワンスーパーキット (Nacalai Tesque，
Kyoto,Japan) を用いて酵素基質反応を行い，LAS-3000 ミニイメージアナライ
ザー (Fuji-Film，Tokyo，Japan) で定量を行った．Ser2448 における mTOR
のリン酸化は，リン酸化 mTOR 抗体 (#2971，Cell Signaling Technology) お
よびトータル mTOR 抗体 (#2972，Cell Signaling Technology) を使用して定
量した．Thr389 における S6K1 のリン酸化は，リン酸化 S6K1 抗体 (#9234，
Cell Signaling Technology) およびトータル S6K1 抗体 (#2708，Cell Signaling 
Technology) を使用して定量した．Ser235/236 における S6 のリン酸化は，リ
ン酸化 S6 抗体 (#5364，Cell Signaling Technology) およびトータル S6 抗体 
(#2317，Cell Signaling Technology) を使用して定量した． 
 
2-2-3 統計処理 
 本実験における統計量は，平均値±標準誤差 (SE) として示した．群間比較
には，運動 (exercise) および血流制限 (BFR) の 2 つの要素を比較するために
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二元配置の分散分析とボンフェローニによる多重比較を用いた．なお，5%未満
の危険率を有意水準とした． 
 
2-3 結果 
2-3-1 筋肥大タンパク質のリン酸化応答 
血流制限 (80 mmHg) 下で運動 (exercise-BFR) を実施することによって，
運動のみ (exercise-No BFR) の実施よりも有意に S6 の活性が増加した (p < 
0.05)(図 15)．mTOR に関しては運動 (exercise-No BFR) を実施することによ
って無処置のコントロール (control-No BFR) よりも増加する傾向があった (p 
= 0.08)． 
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図 15．筋肥大タンパク質 (mTOR，S6K1，S6) のリン酸化応答に及ぼす筋収縮
と血流制限の影響 
運動 (exercise) および血流制限 (BFR) の 2 つの要素を比較するために二元的
な配置で統計学的処理を行った．A; mTOR，B; S6K1，C; S6．N=6．平均±SE．
*p < 0.05 vs．control-No BFR，#p < 0.05 vs．exercise-No BFR． 
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2-4 考察 
研究課題 1 と同様なプロトコールを実施することによって，筋肥大タンパク
質 (mTOR，S6K1，S6) のリン酸化を定量した．また，酸素分圧値との関係性
を示すことで，運動中の低酸素レベルの変化が，筋肥大タンパク質の活性化ど
のように関与するのかについて検討した．  
 
2-4-1 筋肥大タンパク質のリン酸化 
タンパク質は筋肥大因子となる mTOR，S6K1 および S6 のリン酸化をターゲ
ットとして定量した．先行研究によると運動 3 時間後に，S6K1 を中心として上
記のタンパク質のリン酸化が上昇する傾向にあった (Nader et al., 2001，Fujita 
et al., 2007，Fry et al., 2010)．したがって本研究でも，運動 3 時間後に定量し，
各群における比較を行った．本研究では，血流制限 (80 mmHg) 下で運動 
(exercise-BFR) を実施することによって，運動のみ (exercise-No BFR) の実施
よりも有意に S6 の活性が増加した (p < 0.05)．mTOR に関しては運動 
(exercise-No BFR) を実施することによってコントロール (control-No BFR) 
よりも増加する傾向にあった (p = 0.08)．ヒトを対象とした血流制限下運動では，
Fujita (2007) が，低強度 (20%-1 RM) 膝伸展運動の 3 時間後に，S6K1 の活性
が有意に増加したことを示している．また，Fry (2010) は，Fujita (2007) と同
様な運動プロトコールにおいて，処置 1 時間後および 3 時間後に mTOR，S6K1
および S6 の活性とタンパク質合成の有意な増加を示している．本実験で有意に
上昇した S6 の活性レベルを検討すると，無処置のコントロール群 (control-No 
BFR) と比較し 13 倍増加，運動のみの群 (exercise-No BFR) と比較し 2.6 倍増
加した．一方，Fry (2010) の S6 の活性レベルは，無処置のベースラインと比
較し 17 倍程度増加，運動のみの群と比較し 3 倍程度増加した．本実験で行った
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定量では Fry (2010) と比較し，群間における傾向は同じであったが，全体的な
活性化レベルは低下していた．しかしながら，被験動物や収縮強度，刺激条件
等に異なりがあるため十分な比較検討は行えない．タンパク質のリン酸化/脱リ
ン酸化は，時間的に変化する極めて動的で複雑な反応であるとされている．
mTOR シグナル系においては，mTOR，S6K1，S6 とリン酸化がリレーされる
ことが知られている．本実験における群間の比較では，運動のみの群 
(exercise-No BFR) で，mTOR，S6K1，S6 と順に強い傾向があり，一方，血流
制限下運動群 (exercise-BFR) では S6，S6K1，mTOR の順に強い傾向が見ら
れる．筋タンパク質応答が亢進する血流制限下運動群 (exercise-BFR) では，リ
ン酸化シグナルの亢進時間に変化があるのかもしれない．  
 
2-4-1 酸素分圧と筋肥大タンパク質のリン酸化 
酸素分圧レベルと筋肥大タンパク質のリン酸化の関係を検討するために，図
13 の低強度収縮における酸素分圧レベルと図 15 の S6 のリン酸化 (C) を筋肥
大シグナルの指標として組み合わせ，図 16 を作成した．酸素分圧の低下 (12.4 
torr) を示した血流制限のみの負荷では筋肥大シグナル (mTOR，S6K1，S6) に
変化がなかった．一方，運動条件 (23.2 torr) では S6 のリン酸化の亢進が認め
られたが，とくに，血流制限と組み合わせた負荷条件 (7.6 torr) では，その亢
進が顕著であった．以上のことから，①血流制限による筋酸素分圧レベルの低
下は，運動負荷によるタンパク質リン酸化応答を促進するように働くこと，ま
たは，②筋肥大シグナルの亢進の閾値が12.4 torrから7.6 torrの間にあること，
が考えられる． 
酸素分圧の低下，すなわち低酸素ストレスと筋肥大シグナルの関係を見てい
る研究はいくつかある．標準気圧 (1 気圧) 下で，低酸素暴露 (8~12%) を急性
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的に (4 時間~4 日) 実施すると，正常酸素曝露 (21%酸素濃度) と比較し骨格筋
における肥大シグナル (Akt，S6K1，4E-BP1) が増加することが示されている 
(Etheridge et al., 2011，D’Hulst et al., 2013，Theije et al., 2013)．この中で
とくに Theije (2013) は，低酸素暴露によって起こるとされる筋萎縮は食事制限
によるものが強く，低酸素自体は筋タンパク質合成を亢進するように作用する
と指摘している (図 17)． 
低酸素ストレスがどのような機序を経て筋肥大シグナルに影響を及ぼすのか
については明らかになっていない．今日までの研究で，低酸素ストレスがタン
パク質合成応答に影響を及ぼすまでの機序を示唆するカスケードを図18にまと
めた．図 18 のように，低酸素ストレスはいくつかの経路でタンパク質合成応答
に異なる影響を及ぼしている可能性がある．タンパク質合成応答は，最終的に
その上流因子の亢進と抑制のバランスで決定される．したがって，この場合，
それぞれの経路がタンパク質合成応答に及ぼす程度が重要になってくると考え
られる．本実験において，血流制限のみの負荷では，摘出 3 時間後の筋肥大シ
グナル (mTOR，S6K1，S6) に影響を及ぼさなかった一方，運動を伴うことに
よってその応答，特に S6 の活性化を強く亢進させた．以上の結果から，筋肥大
シグナルを亢進させるには，①低酸素ストレスに運動負荷となる力学的ストレ
スが伴うこと，または，②低酸素ストレスとして，ある閾値 (12.4 torr~7.6 torr) 
以下の酸素分圧レベルが必要となること，が考えられる．このような刺激が，
図 18 に示したような経路，つまり NO および ROS の産生による TRPV1 を介
した Ca2+の増大，または，解糖系の亢進による代謝物蓄積を介した成長ホルモ
ンの増加や浸透圧性の細胞膨張に強く関与しているのかもしれない．本研究に
おいては，HIF-1α (低酸素誘導因子 1α) の定量を行った．しかしながら，群
間における変化は見られなかった．HIF-1αは，低酸素ストレスに対し急速な応
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答をするタンパク質であると指摘されているため (広田，2008)，摘出した運動
3 時間後にはその活性が消失していたのかもしれない．また，HIF-1α に対する
麻酔薬の影響を検討した実験では，イソフルラン麻酔薬の投与によって濃度依
存的に HIF-1α の活性が抑制されるとしている (Tanaka et al., 2011)．したがっ
て，本実験においてもイソフルランを麻酔薬として使用しいているため，筋酸
素分圧レベルの低下が大きかった血流制限下の運動群での筋肥大シグナル (S6) 
の顕著な活性は，HIF-1α 由来ではないのかもしれない．  
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図 16．酸素分圧と筋肥大タンパク質 (S6) のリン酸化の関係 
酸素分圧と筋肥大タンパク質のリン酸化の関係を検討するために図13の低強度
収縮における酸素分圧と図 15 の C (S6 の活性化) を指標として組み合わせた．
運動中の酸素分圧の低下が大きいと S6 の活性が強い傾向にある．N=6．平均±
SE． 
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図 17．骨格筋タンパク質代謝に及ぼす低酸素と食事制限の影響 
(Theije et al., 2013) 
 
 
 
 
 
 
 
 58 
 
 
 
 
 
図 18．低酸素ストレスとタンパク質合成 
低酸素ストレスとタンパク質合成の関係を文献に基づきまとめたものを示した． 
(1) ＆ (2) Arthur et al., 1992，(3) Nader et al., 2001，(4) Frezza et al., 2011，
(5) Linnarsson et al., 1974，(6) Lindinger et al., 1994，Frigeri et al., 2004，
(7) Schliess et al., 1995，Ha$ussinger et al., 1995，Blommaart et al. 1995，
(8) Graham et al., 1986，Gosselink et al., 1998，(9) Argetsinger et al., 1996，
(10) Zuo et al., 2005，(11) Marshall et al., 2001，Ray et al., 2005，(12) ＆ (13) 
Ito et al., 2013，(14) ＆ (15) Sofer et al., 2005，DeYoung et al., 2008，(16) Ke 
et al., 2006，(17) Yasinska et al., 2013 
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2-5 まとめ 
筋酸素分圧レベルの低下は，運動時の発揮張力の低下および運動後のタンパ
ク質合成応答の亢進に強く影響することが明らかにされた． 
 
 
3 研究課題 3 血流制限下トレーニングが骨格筋の形態または代謝的特性に及
ぼす影響を明らかにすること 
 
3-1 背景と目的 
血流制限下トレーニングは，低強度な運動トレーニングであっても筋肥大を
引き起こす．血流制限下の一過的な運動は mTOR シグナルや MAPK シグナル
を亢進させることが示されており (Fujita et al., 2007, Fry et al., 2010)，この
ような肥大タンパク質代謝の亢進が慢性的に引き起されることによって筋肥大
が誘発するといわれている．さらに近年，筋肥大以外にもグリコーゲン濃度の
増加 (Burgomaster et al., 2003) や最大酸素消費の向上 (Abe et al., 2006) と
いった解糖系や有酸素系におけるエネルギー代謝が亢進するといった報告が成
されている．しかしながら，血流制限下トレーニングによる肥大した筋細胞に
おいて，実際に影響している肥大タンパク質の同定やその活性レベルの変化，
または，エネルギー産生系における機能的な変化を直接的に示すタンパク質レ
ベルや筋線維タイプレベルでの観点から見た代謝的な特性は明らかになってい
ない．そこで本実験は，研究課題 2 において，血流制限下の運動中に筋酸素分
圧レベルの低下が大きかった群で S6 の活性が顕著であったことを踏まえ，慢性
的に実施することによって筋肥大効果について検討するとともに，血流制限下
トレーニングによって肥大した筋細胞における代謝的特性の変化をタンパク質
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レベルおよび形態レベルで明らかにすることを目的とした．  
 
3-2 方法 
3-2-1 血流制限下のトレーニングプロトコール 
ラット (n=24，週齢 11) に研究課題 2 のプロトコールを 1 週間に 3 回 (月・
水・金)，3 週間慢性的に運動を実施した．1 日の運動は 1 匹 7 分 45 秒の 1 セッ
トとし，午前 9 時から午後 2 時の間に実施した．トレーニング最後の運動から
24 時間後に TA 筋を摘出し，タンパク質および組織学的染色の定量用に即時に
切り分けた．タンパク質定量用のサンプルは液体窒素で凍結したあとに定量ま
で－80℃で保存した．  
 
3-2-2 評価 
筋重量，発揮張力の変化およびタンパク質定量で評価を行った． 
 
3-2-2-1 筋重量 
トレーニング最後の運動から 24 時間後に摘出した TA 筋の重量を測定した．
筋重量の定量は，運動脚の重量を対照脚の重量で割り，さらに体重で補正する
ことによって各群における増加率を比較した． 
 
3-2-2-2 発揮張力の変化 
トレーニング初日および最終日の運動前に実施し，それぞれの群で比較した．
収縮強度は高強度 (100 Hz) アイソメトリック収縮で行い，最大挙上重量の
100%で発揮張力を評価した．刺激電圧を 1 V ずつ上げていき最大収縮時の張力
を評価した． 
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3-2-2-3 タンパク質 
定量のプロトコールおよびリン酸化 mTOR，S6K1 および S6 の抗体の種類は
研究課題 2 と同様に行った．トレーニングによるリン酸化応答の変化を定量す
るために GAPDH で補正した．  
 
3-2-3 統計処理 
本実験における統計量は，平均値±標準誤差 (SE) として示した．群間比較
には，二元配置の分散分析とボンフェローニによる多重比較を用いた．なお，
5%未満の危険率を有意水準とした． 
 
3-3 結果 
3-3-1 筋重量 
運動負荷 (exercise-No BFR) のみにおいてもコントロールと比較し有意に筋
肥大 (6%) が起こるが，血流制限を伴うことによってその効果は促進した 
(11%)(図 19)． 
 
3-3-2 発揮張力の変化 
群間における有意な差は見られなかった (図 20)． 
 
3-3-3 タンパク質 
3-3-3-1 筋肥大タンパク質のリン酸化応答 
全てのタンパク質において，群間に有意差は見られなかった (図 21)． 
 
 62 
 
3-3-3-2 糖代謝タンパク質発現 
GLU4 においては血流制限下トレーニング (exercise-BFR) で無処置のコン
トロール (control-No BFR) と比較し有意に増加した (p < 0.05)(図 22A)．一方，
乳酸の取り込みを亢進させる MCT1 においては血流制限下トレーニングで，コ
ントロール (p < 0.01) および血流制限群 (control-BFR) (P < 0.05) と比較し有
意に増加した (図 22B)． 
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図 19．血流制限下トレーニングにおける筋肥大率の変化 
低強度収縮を慢性的に実施 (1 日 1 セット，1 週間に 3 日，3 週間) するとコン
トロールと比較し有意に筋肥大 (6%) が起こるが，血流制限を伴うことによっ
て亢進する (11%)．N=6．平均±SE．*p < 0.05 vs．control-No BFR．**p < 0.01 
vs．control-No BFR．#p < 0.01 vs．control-BFR． 
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図 20．血流制限下トレーニングにおける発揮張力増加率の変化 
実施前と比較した発揮張力の増加率を示した．群間の有意差はなかった．N=6．
平均±SE． 
 
 
 
 
 
 
 
 65 
 
 
 
 
 
 
 
図 21．血流制限下トレーニングにおける筋肥大タンパク質のリン酸化応答の変
化 
最後のトレーニングから24時間後にTA筋を摘出し，筋肥大タンパク質 (mTOR，
S6K1，S6) のリン酸化を評価した．各群における有意な差は見られなかった．
A; mTOR，B; S6K1，C; S6．N=6．平均±SE． 
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図 22．血流制限下トレーニングにおける糖代謝タンパク質 (GLUT4，MCT1) 発
現の変化 
最後のトレーニングから 24 時間後に TA 筋を摘出し，糖代謝タンパク質 
(GLUT4，MCT1) の発現を評価した．糖取り込みを亢進させる GLU4 において
は無処置のコントロールと比較し有意に増加した．一方，乳酸の取り込みを亢
進させる MCT1 においては，コントロールおよび運動群と比較し有意に増加し
た．A; GLUT4，B; MCT1．N=6．平均±SE．*p < 0.05 vs．control-No BFR，
**p < 0.01 vs．control-No BFR，#p < 0.05 vs．exercise-No BFR 
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3-4 考察 
本実験では，研究課題 2 において，血流制限下の運動中に筋酸素分圧レベル
の低下が大きかった群のプロトコールを 1 日 1 回，週 3 日，3 週間実施するこ
とによって顕著な筋肥大効果 (11%) を確認した．これは，S6 の顕著な活性が
運動により繰り返し生じることによって起こったと考えられる．効果的な筋肥
大を誘発するとともに，骨格筋における糖代謝を改善する可能性を示した． 
 
3-4-1 筋重量 
筋力トレーニングでは，通常，筋肥大を誘発するのに必要とされる運動強度
は，70%-1 RM 以上であると指摘されており，有意な筋肥大が検出されるまで
には最低 10 週間を要するとされていた (McDonaghan＆Davies，1984)．しか
しながら，Abe (2006) は，20%-1 RM の強度で 1 日 2 回，週 6 日，2 週間の血
流制限を伴った下肢トレーニングを実施することにより大腿部筋横断面積の有
意な増加 (8.5%) を示し，さらに，歩行トレーニングであっても血流制限を伴う
ことによって同様に筋肥大が生じることを確認している．本実験でも，運動中
に筋酸素分圧レベルの低下が大きかった血流制限下運動群のプロトコールを 1
日 1 回，週 3 日，3 週間実施することによって顕著な筋肥大効果 (11%) を確認
した．研究課題 2 の一過的なモデルにおけるタンパク質活性から，S6 の顕著な
活性が繰り返し生じることによって，筋線維横断面積または線維数が増加し，
筋量全体が増加したと考えられる．運動負荷 (exercise-No BFR) のみにおいて
もコントロールと比較し有意に筋肥大 (6%) が起こるが，血流制限を伴うこと
によってその効果は促進した (11%)．このことから，血流制限による筋酸素分
圧の低下は，運動負荷 (exercise-No BFR) によるタンパク質リン酸化応答をよ
り促進するように働き，それが繰り返し生じることによって筋肥大が生じたと
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考えられる． 
 
3-4-2 発揮張力の変化 
一般的に，発揮できる筋力の大きさは，筋全体の横断面積に比例するとされ
ている (Staron et al., 1991)．Yasuda (2011) は，30%-1 RMの強度で 1日 1回，
週 3 日，6 週間の血流制限を伴った上肢トレーニングを実施することにより筋肥
大 (4.4%) は起こったが，筋力には変化が見られなかった (8.6%) という結果を
示している．本実験においても効果的に筋肥大 (11%) が生じているにもかかわ
らず，血流制限下トレーニングにおいて発揮張力の増加は見られなかった．筋
力の増加の一つに，トレーニングの初期で寄与するといわれている神経系の改
善がある．本実験で行った電気刺激は神経を介さず，さらにほとんどの筋線維
が動員されることから，新たな筋線維の動員による筋力の増加は起こらなかっ
たのかもしれない．また，Loenneke (2011) は 2011 年までのヒトを対象とした
血流制限下のトレーニングにおける筋力および筋肥大効果をみた研究を，トレ
ーニング様式や日数ごとにまとめた論文において，効果的な筋肥大は 4 週間以
内でも生じるが筋力の増加に関しては遅く，8 週間以上のトレーニングが必要で
ある指摘している．彼は，トレーニングを低強度で実施するため，高強度 
(~90%-1 RM) 運動によって生じやすい神経系の改善が起こりにくいと考察し
ている． 
 
3-4-3 タンパク質 
3-4-3-1 筋肥大タンパク質のリン酸化応答 
S6 の顕著な活性が繰り返し生じることによって筋肥大が得られたと考え，ト
レーニング後における肥大した筋細胞において影響している肥大タンパク質の
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同定およびその活性レベルの変化を見た．研究課題 2 と同様なタンパク質 
(mTOR，S6K1，S6) を見たところ，各群における有意な差は見られなかった．
その 1 つ目の原因としては，通常それらのリン酸化応答は 3 時間後に活性ピー
クを迎えるため，運動 24 時間後には収束していたと考えられる．2 つ目は，ト
レーニング効果により筋肥大シグナル応答が次第に停滞してしまうことが考え
られる (Phillips et al., 1999)．応答の停滞には一般的に，繰り返しのレジスタ
ンストレーニングにおける筋肥大応答によって筋線維横断面積および線維数が
増加するために相対的に筋線維にかかる負荷が小さくなること，または，細胞
恒常性が働きこれ以上の筋肥大を抑制するための因子が働いていることが考え
られている．近年では，ラットの腓腹筋に電気刺激 (~30 V，60 Hz) による等
尺性収縮を慢性的 (12 Bout：筋肥大率 8.6%，18 Bout：筋肥大率 10.7%) に行
うと，一過的 (1 Bout：筋肥大率 0.7%) な収縮よりも S6K1 および S6 における
リン酸化応答が減少することが報告されている (Ogasawara et al., 2013)．さら
に，老齢 (18-20 月齢) ラットに 9 週間のレジスタンストレーニングを行うと，
著しい筋肥大が起きているにも関わらず，mTOR 経路の Akt および mTOR の
リン酸化応答が減少するとともに，mTOR 経路に抑制的に働く AMPKαのリン
酸化応答が増加しているという報告がある (Luo et al., 2013)． 
 
3-4-3-1 糖代謝タンパク質発現 
現在までの加圧トレーニングの効果としては筋肥大の亢進に伴って，グリコ
ーゲン量の増加 (Burgomaster et al., 2003) や最大酸素消費量の増加 (Abe et 
al., 2006，Ozaki ., 2010) といった解糖系および有酸素系のエネルギー代謝に関
わる改善が示されている．本実験では，肥大した筋細胞において，糖および乳
酸の輸送にかかわる糖輸送担体 4 (GLUT4) および乳酸トランスポーター1 
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(MCT1) の発現の有意な増加を確認し，骨格筋における糖代謝を改善する可能
性を示した．細胞への低酸素曝露は全体として細胞内の ATP 産生を抑制し，
AMP/ATP 比の上昇に伴って AMPKαが活性化することが報告されている 
(Fujii et al., 2000)．この APMKαは細胞内エネルギーセンサーとして働き，活
性化すると GLUT4 を細胞膜へ移動させ (James et al., 2001)，糖取り込みの促
進や筋グリコーゲンの貯蓄を助長することによって解糖系における ATP産生を
亢進させる (Hayashi et al., 2000)．血流制限下トレーニングにおいても骨格筋
細胞への低酸素ストレスによる解糖系の亢進によって GLUT4 の発現が増加し，
さらには解糖系の亢進による乳酸の蓄積を効率的にエネルギー産生に使用する
ために MCT1 の発現が増加したのかもしれない．  
 
3-5 まとめ 
血流制限下のトレーニングは 3 週間であっても効果的な筋肥大を誘発すると
ともに，骨格筋における糖代謝を改善する可能性を示した． 
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第 4 章 総括 
 
本研究は，血流制限下の運動モデルにおいて，筋組織の低酸素レベルを酸素
分圧動態によって明らかにするとともに，低酸素レベルの変化が，運動時の発
揮張力，運動後のタンパク質合成応答およびトレーニング後の筋肥大効果に及
ぼす影響を検討することを目的に以下の研究課題を遂行した． 
 
研究課題 1 
血流制限下の運動モデルにおいて，筋組織の低酸素レベルを酸素分圧動態に
よって明らかにした．酸素分圧は安静時 (27.5 torr) に対して，低強度収縮 (23.2 
torr) 条件に+60 mmHg (12.7 torr)，+80 mmHg (7.6 torr) のカフ圧を負荷する
ことで有意に低下した．この酸素分圧レベルは高強度収縮 (13.5 torr) 条件より
も低値であった． 
 
研究課題 2 
筋酸素分圧レベルの低下は，運動時の発揮張力の低下および運動後のタンパ
ク質合成応答の亢進に強く影響することが明らかにされた． 
 
研究課題 3 
血流制限下のトレーニングでは 3 週間であっても効果的な筋肥大を誘発する
とともに，骨格筋における糖代謝を改善する可能性を示した． 
 
本研究の知見により，血流制限下の運動モデルにおいて，筋組織の低酸素レ
ベルを酸素分圧動態によって初めて明らかにした．さらに，酸素分圧レベルと
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筋肥大タンパク質のリン酸化応答の関係から，血流制限を伴う運動によって生
じる顕著な骨格筋肥大シグナル応答の亢進の背景には，酸素分圧の低下が強く
関与しているという可能性を示した．この知見は新たな筋肥大因子として低酸
素ストレスを強く支持するものであり，同時に筋肥大メカニズムの解明に新た
な展望を与えるものである． 
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